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Kanamycln-reslstente Mikroorganismen ubiquitär in
landwirtschaftlich genutzten Böden nachgewiesen
Kanamycin resistant microorganisms are shown to be ubiquitous in agricultural soll
Von Katrin Wendt-Potthoff, Komelia Smalla, H. Backhaus und J. Landsmann
Zusammenfassung
Bodenproben von verschieden genutzten Ackerböden in
Braunschweig und Köln wurden auf das Vorkommen kulti-
vierbarer aerober Kanamycin-resistenter Mikroorganismen
untersucht. Unter der unterschiedlich hohen Gesamtkeimzahl
aerober Bakterien der verschiedenen Böden (155_107 Kolo-
nien (CFU)/g Boden) betrug der stark variierende Anteil
Kanamycin-resistenter Bakterien im Mittel 5 % .
Das Kanamycin-Resistenzgen nptII und andere Antibio-
tika-Resistenzgene werden häufig als Selektionsmarker bei
gentechnischen Konstrukten in Pflanzen und Mikroorganis-
men verwendet. Aufgrund des hohen Anteils natürlicher
Kanamycin-resistenter Bakterien im Boden und in anderen
Umwelthabitaten ist jedoch eine Erhöhung der Häufigkeit des
Kanamycin-Resistenzphänotyps durch die Ausbringung (Frei-
setzung) dieser gen technisch veränderten Organismen nicht zu
erwarten.
Die Epidemiologie von Antibiotika-Resistenzgenen und
mögliche Risiken ihrer Verwendung werden im Rahmen bio-
logischer Sicherheitsforschung an der Biologischen Bundes-
anstalt untersucht.
Abstract
Soil samplcs wem taken from various agrieultural plots in Braun-
sehweig and Cologne. The number of eulturable aerobic bacteria was
determined. Under the conditions choscn we found between 1O~_107
colony forming units/g soil. On the average 5 % of these were kanamy-
ein resistant, however, variation was high.
The kanamycin resistance gene and other antibiotic resistanee genes
are frequently used as selection markers in genetically engineered
plants and microorganisms. Because of the high amount of naturally
occurring kanamycin resistant bacteria in the soil and in other habi-
tats, eventual releases of natural or genetically engineered organisms
containing kanamycin resistance genes will not significantly increase
the abundance of the kanamycin resistance phenotype in the environ-
ment.
The Federal Biological Research Centre for Agriculture and For-
estry is currently investigating the epidemiology of antibiotic resi-
stance genes and risks of their applications within its biological risk
assessment project.
Bakterielle Antibiotikaresistenz
Antibiotika werden seit mehr als fünfzig Jahren bei der
gezielten Bekämpfung von Krankheitserregern in der
Human- oder der Veterinärmedizin wie auch als Futtermittel-
zusatz (Ergotropika) eingesetzt. Nach der Einführung eines
neuen Antibiotikums in der Medizin oder der Landwirtschaft
wurde dessen Wirksamkeit oft sehr bald durch das Auftreten
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von resistenten Bakterien eingeschränkt (23). Antibiotika-
resistente Krankheitserreger sind weltweit zu einem ernstzu-
nehmenden Problem geworden, da sie den Erfolg einer Anti-
biotikatherapie nicht selten in Frage stellen. Antibiotika-
Resistenzgene haben sich in Mikroorganismen seit Millionen
von Jahren entwickelt und wurden auch in Bakterienisolaten
aus der Prä-Antibiotikaära oder aus Gebieten, die keinem
anthropogenen Einfluß ausgesetzt waren, isoliert (3, 10, 23,
25,30).
Viele Antibiotikaresistenz-Gene haben ihren Ursprung in
Antibiotika-produzierenden Organismen, die diese Gene zum
Schutz gegen die eigenen Antibiotika benötigen. Das neue
Auftreten und die stark angewachsene Häufigkeit von resi-
stenten Bakterienstämmen muß jedoch als direktes Ergebnis
der breiten, oft unkontrollierten Anwendung von Antibiotika
angesehen werden. Unter Antibiotika-Selektionsdruck haben
Bakterien, die mit entsprechenden Resistenzmechanismen
ausgerüstet sind, einen Selektionsvorteil, ihr Anteil an der
Gesamtpopulation in dem entsprechenden Habitat nimmt zu
(15,31).
Bakterielle Resistenz gegenüber Antibiotika kann durch
eine enzymatische Modifizierung oder Abbau des Antibioti-
kums, durch eine Veränderung des Wirkungsortes (z. B. der
Ribosomen) oder des Transportmechanismus (verringerte
Durchlässigkeit der Zellwand) bedingt sein (17).
Antibiotikaresistenzgene können durch horizontalen Gen-
transfer zwischen verschiedenartigen Bakterien ausgetauscht
werden. Die im wesentlichen aus Laborexperimenten bekann-
ten Übertragungsmechanismen sind Transformation (Auf-
nahme freier DNA), Transduktion (durch Bakteriophagen)
und Konjugation (mit Hilfe extrachromosomaler ringförmiger
DNA, den Plasmiden). Plasmide und Transposons (soge-
nannte springende Gene) spielen bei der epidemischen Ver-
breitung von Antibiotika-Resistenzgenen eine besondere
Rolle (9, 26). Alle Übertragungsmechanismen können unter
Umweltbedingungen ablaufen (21, 27). Über die Häufigkeit
und Bedingungen des Gentransfers in der Natur gibt es jedoch
nur begrenzte Kenntnisse (16, 29).
Das Kanamycin-Resistenzgen nptll als Selektionsmarker
in gentechnisch veränderten Organismen
In den letzten Jahren haben Antibiotikaresistenzen eine große
Bedeutung als Selektionsmarker bei gentechnischen Verände-
rungen von Mikroorganismen und Pflanzen erlangt (6). Diese
meist zusammen mit anderen Genen eingeführten Resistenz-
gene ermöglichen im Labor die Unterscheidung erfolgreich
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transformierter von unveränderten Organismen auf Antibio-
tika-haltigen Medien.
Gegen die Verwendung von Resistenzgenen gegen thera-
peutisch genutzte Antibiotika in genetisch veränderten Orga-
nismen, die durch gezielte oder unbeabsichtigte Freisetzung in
die Umwelt gelangen, gibt es Bedenken. Daher wird in der
Gentechnik-Sicherheitsverordnung für "Vektoren von Orga-
nismen der Sicherheitsstufe 1" gefordert, daß "diese keine
Resistenzgene auf Mikroorganismen übertragen, die diese
nicht von Natur aus aufnehmen, wenn eine solche Aufnahme
die Anwendung von Heilmitteln zur Kontrolle von Infektions-
krankheiten des Menschen in Frage stellen könnte" (8).
Im Hinblick auf die Risikobewertung von Antibiotika-Resi-
stenzgenen in gentechnischen Konstrukten ist weiter zu
bedenken, ob aus ihrer Verwendung durch einen eventuell
herrschenden Antibiotika-Selektionsdruck ein unerwarteter
Selektionsvorteil für neue genetische Merkmale resultieren
könnte.
Das in der Gentechnik als Markergen häufig verwendete
Kanamycin-Resistenzgen nptII stammt ursprünglich von dem
Transposon Tn5 aus gramnegativen Bakterien (2). Kanamycin
gehört zu den Aminoglykösid-Antibiotika und ist von thera-
peutischer Bedeutung. In Kanamycin-resistenten Bakterien
wurden Enzyme, z. B. Aminoglykosid-Phosphotransferasen,
nachgewiesen, die das Kanamycin enzymatisch modifizieren
und so den aktiven Transport in die Zelle verhindern. Bislang
wurden sieben Aminoglykosid-Phosphotransferasen bzw. die
für sie kodierenden Gene beschrieben (5, 18, 19, 32). Die
Enzyme unterscheiden sich in ihrer Substratspezifität, die für
sie kodierenden Gene zeigen keine Kreuz-Hybridisierung,
sind also wenig miteinander verwandt.
Für eine Bewertung möglicher Effekte einer Freisetzung
gentechnisch veränderter Organismen mit Kanamycin-Resi-
stenz in die Umwelt sind Informationen über die aktuelle
Resistenzsituation gegenüber Kanamycin von besonderer Be-
deutung.
Umfangreiche Untersuchungen zum Vorkommen Kanamy-
ein-resistenter Bakterien bzw. der entsprechenden Resistenz-
gene liegen vor allem für klinisches Material, Enterobakterien
sowie Campylobacter vor (14, 20). Eine umfassende Bewer-
tung des Kanamycin-Resistenzgens nptII im Hinblick auf
Sicherheit und Anwendung in gentechnisch veränderten Pflan-
zen wurde mit dem sogenannten CALGENE-Report 1990 (4)
vorgelegt (11, 12). Daten über die Häufigkeit des Kanamycin-
Resistenzphänotyps sowie des nptII-Gens in Bodenbakterien
werden nur gelegentlich als Nebenergebnisse von Forschungs-
vorhaben in der Literatur erwähnt (20, 24). Auch im Rahmen
der Genehmigungsverfahren für die Freisetzung gentechnisch
veränderter Petunien in Köln, die u. a. als Marker das nptll-
Gen enthielten, wurden Bedenken bezüglich einer Verbrei-
tung der Kanamycin-Resistenz geäußert.
Mit unseren Untersuchungen werden Daten über die Häu-
figkeit natürlich vorkommender Kanamycin-resistenter
Bodenbakterien sowie des nptll-Gens vorgestellt und ihre
Bedeutung für eine Risikobewertung von Freisetzungen disku-
tiert.
Untersuchungsmethoden
Bodenproben wurden an zwei geographisch unterschiedlichen
Standorten (bei Braunsehweig und am MPI in Köln) mit vier
verschiedenen Feldfrüchten bzw. Brache gezogen. Von jedem
Aeker in Braunschweig wurden zwei Bodenproben gezogen,
in Köln vier.
Vor der Aufarbeitung wurden die Bodenproben gesiebt und
gemischt. Das Trockengewicht (nach 24 h bei 105"C) betrug
86-99 % des Frischgewichts.
Die Extraktion der Bakterien mit neutralem Phosphatpuffer
erfolgte parallel mit zwei Methoden: Sehütteln mit sterilem
Aquariumkies bzw. maschinelles steriles Kneten mit dem Sto-
maeher. Von den Pufferextrakten wurden zwei bis vier sepa-
rate Verdünnungsreihen auf nährstoffreiches (Trypton/
Hefeextrakt, TY) und nährstoffarmes (1/10 Stolp) Agar-
Medium ausplattiert, jeweils mit und ohne 100 ug/ml Kanamy-
ein. Zur Unterdrückung von Pilzwaehstum wurde 100 ug/ml
Cydoheximid zugesetzt.
Die Platten wurden vier Tage bei Raumtemperatur inku-
biert und dann ausgezählt. Zusätzlieh zur Plattierung wurde
die MPN (most probable number) Methode durchgeführt (7,
33). Hier wird statistisch berechnet, in welcher Verdünnungs-
stufe der Bodenpufferlösung noch Keime enthalten sind, die
in Kanamycin-haltiger TY-Flüssigkultur wachsen. In einem
zweiten Schritt wurde versucht, mit einer DNA-DNA-dot-
blot-Hybridisierung die Häufigkeit des nptll-Gens in der
Probe zu bestimmen.
Für den Naehweis des nptII-Gens in den Kanamycin-resi-
stenten Bakterien wurden Hybridisierungen mit der zentralen
Region des Transposon Tn5 als Gensonde durchgeführt.
Diese enthielt das nptll-Gen, Die bakterielle DNA (Chromo-
som und Plasmide) wurde auf Nylonmembran übertragen,
entweder durch Auflegen der Membran auf die mit Kolonien
bewaehsenen Agarplatten oder durch Filtration der Bakte-
riensuspensionen der MPN-Mikrotiterplatten. Die Nylon-
membranen wurden entsprechend der Standardprotokolle für
Kolonieblots und Hybridisierung nach SAMBROOK et al. (22)
behandelt.
Untersuchungsergebnisse
Das Artenspektrum und die Anzahl der naehgewiesenen Bak-
terien variierte von Aeker zu Aeker, auch zwischen Äckern
derselben Region. Die morphologiseh sehr unterschiedlichen
Kolonien wurden gezählt, aber nieht taxonomiseh bestimmt.
Die Koloniezahlen ("eolony forming units", CFU) in der
Tabelle sind Mittelwerte, zurückgerechnet auf ein Gramm
Boden (Trockengewicht). Dabei können die Koloniezählun-
gen zwischen Proben desselben Aekers um zwei Zehnerpoten-
zen sehwanken.
Tabelle 1. Kultivierbare Mikroorganismen aus Bodenproben (CFU/g Bodentrockengewicht); kan = Kanamycin-haltiges Medium.
Medium:
Köln
Braunschweig Rüben
Braunschweig Kartoffeln
Braunschweig Getreide
Braunschweig Mais
nährstoffreich nährstoffarm MPN
kau kau kau
1,8 x 107 2,5 X 106 1,8 X 107 1,7 X 106 > 105
4.2 X 105 14 X 103 3,9 X 105 2,3 X 101 6,7 X 102
3,8 X 105 5:0 x 103 4,5 X 105 2,1 X 103 2,0 X 103
1,6 X 106 1,3 X 104 2,7 X 106 5,6 X 103 2,3 X 104
3,2 x lOS 2,1 X 104 3,3 X 105 1,6 X 104 1,3 X 105
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Die beiden Probenaufarbeitungsmethoden - mit Kies bzw.
im Stomaeher - lieferten keine signifikant verschiedenen
Werte, so daß die Daten nicht getrennt behandelt wurden.
Unterschiede in den Koloniezahlen auf nährstoffreichem
und nährstoffarmem Medium zeigten keinen allgemeingülti-
gen Trend. Das gilt sowohl für die Gesamtkeimzahlbestirn-
mung (105_107 CFU/g Boden) als auch für die Antibiotika-
haItigen Medien (103_106 CFU/g Boden). Von einigen Proben
wuchsen mehr Bakterien auf TY-Medium, von anderen mehr
auf 1/10 Stolp. Die Zahlen der auf Kanamycin-haltigen
Medien gewachsenen Kolonien waren im allgemeinen
IG-100fach geringer als die auf den Medien ohne Antibiotika
bestimmten Gesamtkeimzahlen. Ob die Schwankungsbreite
dieser Beobachtungen systematische Ursachen hatte, läßt sich
aus den Untersuchungen nicht ableiten. Es sind auch noch
keine Schlußfolgerungen auf einen unterschiedlichen Selek-
tionsdruck zugunsten des untersuchten Resistenzphänotyps
möglich, der beispielsweise durch die verschiedenen Böden,
die angebauten Pflanzen oder ihre Anbaubedingungen hervor-
gerufen werden könnte.
Die Auswertung der Kanamycin-Resistenztiterbestimmung
mit der MPN-Methode ergab zu den Plattierungsversuchen
vergleichbare Werte. Diese Methode kann als Schnelltest mit
geringem Material- und Arbeitsaufwand empfohlen werden.
Sowohl in den Kolonie-Hybridisierungen als auch in den
MPN-Filtrat-dot-blots haben wir keine nptII-Gene in unseren
Bodenproben nachweisen können.
Der Anteil der kultivierbaren Mikroorganismen liegt erfah-
rungsgemäß unter 10 % der Gesamtmikroorganismenzahl
(28). Das bedeutet, daß auch der Anteil der Bodenorganis-
men, die Kanamycin-Resistenzeigenschaften tragen, aus unse-
ren Untersuchungen nicht exakt ableitbar ist. Auf die Abwe-
senheit des nptII-Gens in unseren Bodenproben kann man
daher aus den bisherigen Ergebnissen nicht schließen.
Eine Verbesserung des nptII-Gen-Nachweises kann erreicht
werden, wenn Gesamt-DNA aus dem Boden extrahiert wird.
Bei der Herstellung einer DNA-Präparation direkt aus Boden-
proben spielen Unterschiede in der Kultivierbarkeit der
Mikroorganismen keine Rolle. Eine drastische Erhöhungder
Empfindlichkeit des nptll-Gen-Nachweises bringt eine DNA-
Amplifikationsmethode, die "polymerase chain reaction"
(PCR) (18). Zwei partielle nptII-Gensonden (primer) werden
an diese Gesamt-DNA in einer Reaktionslösung hybridisiert.
Eine zugesetzte DNA-Polymerase synthetisiert in einer Ket-
tenreaktion ein gefundenes nptII-Gen um ein Vielfaches
(Amplifikation), so daß sein Nachweis mit Standardmethoden
der Molekularbiologie möglich wird. Derzeit optimieren wir
dieses Verfahren für den Nachweis von Genen in der Umwelt.
Risikobewertung
Beim ersten Fall einer .Freisetzung'' in der Bundesrepublik
wurde u. a. die Risikobewertung einer möglichen Ausbreitung
des Kanamycin-Resistenzgens diskutiert. Die im Freiland
angepflanzten gentechnisch veränderten Petunien hatten im
Labor das nptII-Gen erhalten. Dieses Gen wurde für die
Vermehrung und Selektion bei der Pflanzentransformation im
Labor eingesetzt. Im Genehmigungsverfahren für die Freiset-
zung der gentechnisch veränderten Pflanzen wurde die Frage
aufgeworfen, ob das Resistenzgen nicht im Feld auf Mikroor-
ganismen übertragbar sei und daraus eine neue und uner-
wünschte Ausbreitung dieser Resistenz resultieren könne. Ein
Transfer von pflanzlichen Genen auf Mikroorganismen ist
bisher unbekannt. Allerdings ist der umgekehrte Transfer
nachgewiesen. Natürlicherweise übertragen Agrobakterien
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bestimmte eigene Genbereiche (die sogenannte T-DNA ihrer
Ti-Plasmide) auf Wirtspflanzen, was man sich auch in der
angewandten Gentechnik zunutze machen kann.
Das Vorkommen und die Ausbreitung von Resistenzgenen
ist Zeichen eines natürlichen Anpassungsprozesses von Bakte-
rienpopulationen an Umweltbedingungen. Für die Ausbrei-
tung von Antibiotika-Resistenzgenen spielen die Selektions-
bedingungen für den entsprechenden Resistenzphänotyp und
die Mobilität der Resistenzgene eine große Rolle. Diese hängt
u. a. davon ab, ob die Gene auf Plasmiden oder anderen
genetisch beweglichen Elementen (z. B. Transposons) liegen,
und in welchem Wirtsbakterium und Habitat sie angesiedelt
sind. Auch bei der im Detail unvollständigen Kenntnis der
Häufigkeiten und Bedingungen der natürlichen horizontalen
Ausbreitung von Resistenzgenen sind über Risiken ihrer Ver-
wendung einige eindeutige Aussagen möglich.
Das in die Petunien gentechnisch eingeführte Kanamycin-
Resistenzgen liegt dort nicht auf mobilisierbaren Plasmiden
vor, sondern ist in die Chromosomen eingebaut. Die Risiko-
evaluierung der transgenen Petunien kam zu dem Schluß, daß
ein Transfer der Gene von Pflanzen auf Mikroorganismen in
nachweisbarem Ausmaß nach dem Stand der Wissenschaft
unwahrscheinlich ist.
Die Zahl Kanamycin-resistenter Keime liegt bei 103_106 pro
Gramm Ackerboden, wie unsere Untersuchungen gezeigt
haben. Schon 1-10 % der kultivierbaren Bakterien tragen den
Kanamycin-Resistenzphänotyp. Das in der Gentechnik ver-
wendete nptII-Gen ist im .Boden zwar nicht weit verbreitet,
doch würde eine zusätzliche Einführung dieses Gens in
Mikroorganismenpopulationen weder das Kanamycin-Resi-
stenzniveau im Boden erhöhen hoch einen prinzipiell neuen
Resistenzmechanismus einführen.
Einer Verwendung von nptII-Genen als Marker in gentech-
nisch veränderten Pflanzen stehen unter diesen Aspekten
keine Bedenken entgegen. Die Verwendung von Antibiotika-
Resistenzgenen in Organismen, die in die Umwelt freigesetzt
werden, ist unter dem Gesichtspunkt einer möglichen Beein-
trächtigung medizinischer. Therapien und einer. eventuellen
selektiven Bedeutung für die mit dem Resistenzgen gekoppel-
ten gentechnisch veränderten Genome zu bewerten. Die Art
des Resistenzgens. seine genetische Beweglichkeit und seine
Verbreitung sind abzuwägen. Gentechnisch veränderte Orga-
nismen, seien sie mit oder ohne Antibiotika-Resistenzmarker.
haben dort große Chancen, eingesetzt zu werden, wo sie
medizinischen und landwirtschaftlichen Nutzen bringen und
wo sie bestehende ökologische Probleme beseitigen können
(1, 12, 13).
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